
PI^X 1 WELTOROANISATrON FOR GEETTGES HOENTUM 

IL1 Internationales BQxo 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTUCHT NACH DEM VERTRAG tFBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBETT AUF DEM GEBDST DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikatlon 6 • 

C07H 19/10, 19/20, C07F 9/572, C12Q 
1/68, C07H 21/00 



Al 



(11) Internationale VerOffentlichungsnummer: WO 95/04747 



(43) Internationales 

VerSffentlicfaungsdatum: 



16. Februar 1995 (16.02.95) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/EP94/02541 
30. Mi 1994 (30.0754) 



(30) Priority tedaten: 
P43 26 466.2 



6. August 1993 (06.08.93) 



DE 



(71) Anmdder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH [DE/DE]; D- 
68298 Mannheim (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US): MUEHLEGGER, Klaus 
[DE/DE]; Romerstrasse 7, D-82398 Polling (DE). 
HOELIKE, Hans-Joachim PE/DE]; Haydnstrasse 5 t 
D-82327 Tutzing (DE). BIRKNER, Christian [DE/DE]; 
Willingstrasse 9, D-82449 Uffing (DE). VON DER ELTZ, 
Herbert [DE/DE]; In der Au 21, D-82362 Weilheim (DE). 

(74) Anwfilte: FOUQUET, Herbert usw.; Boehringer Mannheim 
GmbH, D-68298 Mannheim (DE). 



(81) Bestunmimgsstaaten: AU, CA, FI, JP, KR, NO, NZ, US, 
europaisches Patent (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FR, GB, 
GR, IE, IT, LU, MCNL, FT, SE). 



Verdffentlicht 

Mit intentatfanalem Recherchenberichl 



(54) Title: INFRA-RED DYE-LABELLED NUCLEOTIDES AND THEIR USE IN NUCLEIC ACID DETECTION 

(54) Bezeichmmg: 1NFRAROT-FARBSTOFF-MARKIERTE NUCLEOTIDE UND IHRE VERWENDUNG IN DER NUCLEINSAURE- 
DETEKTION 




(I) 



(57) Abstract 

Nucleoside-5' triphosphates and phosphorarnidites bearing in the base section or on the phosphorus atom a radical absorbent in the 
long wavelength, preferably a carbocyanine group of the general formula (I), in which R 1 and R 2 are hydrogen or together form a phenyl 
radical; R 3 is hydrogen if the bond with the nucleotide passes via the R 4 position, or an -NCHS- group if the bond with the nucleotide 
passes via the R 3 position; R 4 together with R 5 or R 5 alone represent an alkylsulphonyl group with n between 3 to 5 or R 4 is an -NHCS- 
group with a number of 3 to 8. The invention also relates to the use of the compounds for labelling, detecting and sequencing nucleic acids. 



(57) Zusammenfassimg 

Nudeosid-S'-triphosphate und Phosj^oramiditc, die am Basenteil bzw. am Pbosphoratom cinen im langwclligcn absorbierenden Rest, 
vorzugsweise eine Carbocyanin-Gruppe der allgemeinen Formel (I) tragen, worin R 1 und R 2 jeweils Wasserstoff bedeuten oder rosammen 
cinca Phenylrest bilden; R 3 Wasserstoff bedeutet fur den Fall, daB die VedmOpfung mit dem Nucleotid Uber die Reposition erfolgt, oder 
cine -NHCS-Gruppe bedeutet, fur den Fall, dafi die Veiknflpfung mit dem Nucleotid uber die Reposition erfolgt; R 4 und R 3 jeweils oder R 5 
alleine eine ADcyl&ulfonyl-Groppc mit n zwischen einer Zahl von 3 bis 5 oder R 4 eine -NHCS-Gruppe mit einer Zahl von 3 bis 8 darstdlen, 
sowie die Verwendung der Verbindungen zur Markicrung, Detection und Sequenzierung von NudcinsSurea 
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Infrarot-FarbstofT-markierte Nucleotide mid ihre Verwendung in der Nncleinsaure- 
Detektion 

Die Erfmdung betriffl Nucleosid-5 '-triphosphate und Phosphoramidite, die am Basenteii 
bzw. am Phosphoratom einen im Langwelligen absorbierenden fluoreszierenden Rest, 
.vorzugsweise eine Carbocyanin-Gruppe tragen, sowie deren Verwendung zur Markierung, 
Detektion und Sequenzierung von Nucleinsauren. 

Nucleinsauren haben als Trager bzw. Ubertrager der genetischen Information eine zentrale 
Bedeutung in der belebten Natur. Sie haben deshalb seit ihrer Entdeckung durch F. 
Miescher das breite Interesse der Naturwissenschaften erregt und zur Aufklarung ihrer 
Funktion, Struktur und Wirkungsweise gefuhrt. Mit der zunehmenden Kenntnis dieser 
grundlegenden molekularbiologischen Mechanismen ist es in den letzten Jahren moglich 
geworden, die Neukombination von Genen zu betreiben. Diese Technologie eroffnet z. B. 
neue Mogiichkeiten in der medizinischen Diagnose und Therapie,und in der 
Pflanzenzuchtung. 

Ein wesentliches Werkzeug zur Erklarung dieser Zusammenhange und der Losung der 
Probleme war und ist der Nachweis der Nucleinsauren und zwar sowbhl was ihren 
spezifischen Nachweis betriffl, als auch was ihre Sequenz, also ihre Primarstruktur angeht. 

Die speziflsche Nachweisbarkeit von Nucleinsauren beruht auf der Eigenschaft dieser 
Molekule, mit anderen Nucleinsauren durch Ausbildung von Basenpaarungen uber 
Wasserstoflfbrticken in Wechselwirkung zu treten, zu "hybridisieren". In geeigneter Weise 
markierte, d. h. mit Indikatorgruppen versehene Nucleinsauren ("Sonden") konnen so zum 
Nachweis komplementarer Nucleinsauren ("target") eingesetzt werden. 

Die Ermittiung der Primarstruktur ("Sequenz"), also der Abfolge der heterocyclischen 
Basen einer Nucleinsaure geschieht mittels den Techniken der "Sequenzierung". Diese 
Kenntnis der Sequenz ist wiederum die Grundvoraussetzung fur einen gezielten und 
spezifischen Einsatz von Nucleinsauren in molekularbiologischen Fragestellungen und 
Arbeitstechniken. Auch die Sequenzierung bedient sich letztlich des Prinzips der 
spezifischen Hybridisierung von Nucleinsauren untereinander. Dabei werden wie oben 
erwahnt ebenfalls markierte Nucleinsaure-Fragmente verwendet. 

Aus dem Gesagten wird deutlich, dafJ die geeignete Markierung von Nucleinsauren eine 
unverzichtbare Voraussetzung jeglicher Nachweismethode ist. 
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Schon fruhzeitig wurde dafur vor allem die radioaktive Markierung mit geeigneten 
Isotopen, wie 32 P oder 35 S eingesetzt. Die Nachteile der Verwendung radioaktiver 
Reagentien liegen jedoch klar auf der Hand: entsprechende Arbeiten bedurfen spezieller 
raumlicher Einrichtungen und Genehmigungen, sowie einer kontrollierten und aufwendigen 
Entsorgung des radioaktiven Abfalls. Die Reagentien zur radioaktiven Markiening sind 
teuer. Eine langere zeitliche Aufbewahrung derart markierter Proben ist wegen der kurzen 
Halbwertszeit obiger Nuklide nicht moglich. 

Es hat daher in den letzten Jahren nicht an Versuchen gefehlt, diese gravierenden Nachteile 
zu umgehen, d. h. von einer radioaktiven Markiening wegzukommen. Dabei sollte die hohe 
Sensitivitat dieser Markierungsart moglichst beibehalten werden. 
Hier sind in der Tat bereits groBe Fortschritte erzielt worden [siehe z. B. "Nonradioactive 
Labeling and Detection of Biomolecules", C. Kessler(Hrsg.) Springer Verlag Berlin, 
Heidelberg 1992]. 

Als nicht-radioaktive Indikatormolekule haben sich u. a. hauptsachlich Haptene (wie Biotin 
oder Digoxigenin), Enzyme (wie alkalische Phosphatase oder Peroxidase) oder 
Fluoreszenzfarbstoffe (wie Fluorescein oder Rhodamin) bewahrt. 

Obwohl die Markiening mit Haptenen wie z. B. Digoxigenin in den 
Empfindlichkeitsbereich der Radioaktivitat reicht, ist ein der radioaktiven Markierung 
entsprechender direkter Nachweis Hapten-markierter Nucleinsauren nicht moglich. Hier 
muB eine Detektionsreaktion nachgeschaltet werden, die beispielsweise uber eine 
Antikorper-Reaktion erfolgt. Diese indirekte Detektion erfordert mehrere Schritte, d. h. 
mehr Zeit und finanziellen Aufwand. Da Proteine zur Nachweisreaktion eingesetzt werden, 
ist eine spezielle Behandlung der Festphase (Membranen, Mikrotiterplatten) durch 
Blockieren und Waschschritte notig, urn eine unspezifische Bindung zu reduzieren. 
Dennoch ist die Sensitivitat dieser Zweistufen-Detektion in der Regel durch Entstehen von 
storender Hintergrundfarbung aufgrund unspezifischer Proteinbindung limitiert. 
Fur direkt enzymmarkierte Nucleinsauren gilt prinzipiell dasselbe. 

Den genannten Nachteil der oben geschilderten indirekten Detektion weist die Verwendung 
von Fluoreszenz-markierten Nucleinsauren nicht auf. Ein direkter Nachweis durch 
Anregung der Fluoreszenz ist im Prinzip mfcglich und mit geeigneter Einrichtung 
(Fluoreszenz-Mikroskop, Scanner) sicht- und messbar. Auch hier stort jedoch die 
Autofluoreszenz von Zell- und Gewebekomponenten des zu untersuchenden biologischen 
Materials, wie Farbstoffe, Lipide, Proteine etc. Solche Storungen treten insbesondere auch 
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bei Einsatz von festen Tragermaterialien (z. B. Nylon-Membranen) durch deren 
Eigenfluoreszenz auf und erschweren oder verhindern den Nachweis. 

Eine Losung dieser Probleme bietet sich prinzipiell durch die Verwendung von FarbstofFen 
an, deren Excitation und Emmission in Wellenl&ngenbereichen iiber 680 nm, also im nahen 
Infrarot(NIR)-Bereich liegt. 

Hier fallen die o. g. storenden Einflusse nicht mehr ins Gewicht. Ein weiterer wesentlicher 
Vorteil besteht darin, daD zur Anregung billige Laserdioden mit hoher Lebensdauer 
venvendet werden konnen. 

So ist z. B. die Technik der DNA-Sequenzierung nach Fluoreszenz-Markierung der DNA- 
Fragmente durch photoelektrische Messung mit einem Laser und einem Sensor Gegenstand 
einer Anmeldung (US 4,729,947). Dabei werden in an sich bekannter Weise nach dem 
sogenannten Sanger- Verfahren IR-FarbstofF-markierte Oligonucleotide als Primer 
eingesetzt, die dabei als Starter der Synthese des neuen, komplementaren 
Nucleinsaurestranges fiingieren. 

Diese Methode hat aber den Nachteil, dali-abhangig von der zu sequenzierenden DNA- 
jeweils spezifische, d. h. eine Vielzahl von solchen markierten Primern immer wieder neu zu 
synthetisieren sind. Auch ist diese Synthese markierter oligomerer Primer mit hohem 
zeitlichem und finanziellem Aufwand verbunden, da erst das unmarkierte Oligonucleotid 
hergestellt werden muB und anschlieflend die Signal(Reporter)gruppe in einer zweiten 
Reaktion chemisch angebracht wird. 

Es bestand daher die Aufgabe, Verbindungen herzustellen, die eine universale, einfache und 
spezifische Markierung von Nucleinsauren ermoglichen. 

Nun ist bekannt, daB sich Nucleinsauren durch den Einbau von entsprechend markierten 
Nucleosid-triphosphaten mit Polymerasen neu synthetisieren und damit markieren lassen. 
Auf dem Sektor der Desoxyribonucleinsauren (DNA) geschieht dies durch DNA- 
Polymerasen nach den Methoden der "nick translation" [Rigby, P. W. et al. (1977) J. Mol. 
Biol. 113, 237] und des "random primed labeling" [Feinberg, A. P. & Vogelstein, B. (1984) 
Anal. Biochem. 137, 266] durch den Einbau von Desoxy-nucleotiden, im Falle der 
Ribonucleinsauren durch RNA-Polymerasen und Ribonucleotiden im Sinne einer 
Transcription. Eine weitere Methode der Markierung von Nucleinsauren ist iiber eine 
sogenannte "3'-tailing"-Reaktion mit Hilfe von Terminaler Transferase und Ribo- bzw. 
Desoxyribonucleosid-triphosphaten moglich. 

Mit Indikatormolekalen versehene Nucleosid-triphosphate wie Fluorescein oder 
Digoxigenin (MW 332 bzw. 390 ) werden jedoch -im Vergleich zu ihren naturlichen 
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Substraten - von Polymerasen nur noch relativ schlecht als Substrate akzeptiert und in die 
neusynthetisierte Nucleinsaure eingebaut (Hoeltke, H.-J. et al. (1990) Biol. Chem. Hoppe- 
Seyler371,929). 

Es war daher nicht zu erwarten, daB Indikatormolekiile mit noch deutlich hoheren 
Molekulargewichten (800-1000) von Polymerasen als Substrate angenommen und in 
Nucleinsauren eingebaut werden wurden. Es war noch weniger zu erwarten, daB diese 
Molektile mit der gegebenen raumlich anspruchsvollen Struktur infolge starker sterischer 
Hinderung von Polymerasen umgesetzt werden wurden. 

Uberraschend wurde nun gefunden, daB mit Infrarot-Farbstoffen markierte Nucleosid- 
triphosphate von Polymerasen wie T7 DNA Polymerase als Substrate akzeptiert und in 
Nucleinsauren eingebaut werden. Die erfindungsgemaflen Verbindungen sind daher neu. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung bestand darin, eine Methode der Verwendung der oben 
genannten erfindungsgemaflen markierten Nucleotide zu finden, die es erlaubt, die damit 
markierten Nucleinsauren direkt auf festen Tragern wie z. B. Nylon-Membranen oder in 
Losung, z. B. in Mikrotiterplatten zu detektieren. 

Wie oben bereits beschrieben, hat die Markierung von Nucleinsauren mit Fluorophoren wie 
Fluorescein oder Tetramethylrhodamin den Nachteil, daB die Messung dieser Fluoreszenz 
durch die Eigenfluoreszenz des Tragermaterials gestort wird. 

Werden nun aber die erfindungsgemaBen IR-FarbstofF-markierten Nucleosid-triphosphate 
zur Markierung der Nucleinsauren verwendet, so fallen diese Stdrungen wegen der im 
nahen Infrarot-Bereich gelegenen Messwellenlangen nicht mehr ins Gewicht. 

Die Vorteile einer Nucleinsaure-Detektion durch in situ Hybridisierung sind bekannt. 
Gewdhnlich werden dabei die markierten Proben oder Sonden entweder direkt unter dem 
Fluoreszenzmikroskop detektiert oder aber im Falle der Hapten-Markierung uber einen 
weiteren Verfahrensschritt in einer immunologischen Reaktion ("ELISA") nachgewiesen. 
Diese Sichtbarmachung geschieht in der Regel durch Fixierung der Proben an z. B. 
Nylonmembranen oder in flussiger, homogener Phase in Mikrotiterplatten. Dieser 
zusatzliche Schritt ist mit hoherem zeitlichem und finanziellem Aufwand verbunden. Es ist 
also wunschenswert, diesen Schritt wegfallen zu lassen. 

Durch die Moglichkeit der direkten Anregung der IR-Fluoreszenz-markierten Nucleinsauren 
durch geeignete Laserdioden und die oben geschilderte Unempfindlichkeit der Detektion 
gegen Eigenfluoreszenz des Tragermaterials ist eine einfache und kostengiinstige apparative 
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Ausstattung.mdglich. Die immunologische Nachweisreaktion kann entfallen. Der Nachweis 
der IR-markierten Nucleinsaure geschieht einfach optisch durch die Kombination 
Laser/Detektor mit Hilfe eines geeigneten Scanners oder Mikrotiterplatten -Readers. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Verwendung der erfindungsgemaBen mit 
Infrarot-Fluorophoren markierten Nucleosid-5'-triphosphate als Polymerase-Substrate den 
direkten enzymatischen Einbau in Nucleinsauren ermoglichen und eine Detektion der so 
markierten Nucleinsauren sowohl fur Sequenzierungen, als auch durch eine in dieser 
Kombination ebenfalls neue und daher ebenfalls erfindungsgemaBe in situ Hybridisierung 
zulassen. 

Die erfindungsgemaBen Nucleosid-5'-triphosphate der allgemeinen Formel 




werden hergestellt, indem in an sich bekannter Weise von unmodifizierten Nucleosiden 
ausgegangen wird, diese im Falle der Pyrimidinnucleoside Uridin, Thymidin und Cytidin 
bzw. der Purin-nucleoside Adenosin und Guanosin, sowie der diesen entsprechenden 
7-Desaza-purin- und 7-Desaza-8-aza-purin-nucleoside in geeigneter Weise an C-5 oder C-6 
(Pyrimidine), an C-8 (Purine), an C-8 (3-Desaza-purine) an C-7 oder C-8 (7-Desaza-purine) 
chemisch modifiziert und letztlich 5'-phosphoryliert. 

Die modifizierende Gruppe besteht zweckmaBigerweise aus einem Abstandhalter geeigneter 
Lange (spacer), sowie einer terminalen primaren oder sekundaren Aminogoippe, die durch 

. geeignete aktivierte Fluoreszenzfarbstoffe (z. B. in Form der Isothiocyanate oder N- 

• Hydroxysuccinimidester) substituierbar ist. 

Soche Fluoreszenzfarbstoffe werden in aktiverter, d.h. mit z. B, Aminogruppen gut 
reagierender Form eingesetzt, vorzugsweise als Isothiocyanate. Nach erfolgter Reaktion 
sind die Fluorophore uber NHCS-Gruppen an die modifizierende Gruppe des Nucleotides 
kovalent gebunden. 

Die Phdsphorylierung der so modifizierten Nucleoside erfolgt nach in der Literatur 
bekannten Verfahren [z. B. Yoshikawa, M. et al. (1967) Tetrah. Lett. 50, 5065] durch 
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Umsetzung mit Phosphoroxidtrichlorid zum Monophosphat und anschlieBender Reaktion 
mit Pyrophosphorsaure zum gewiinschten 5-Triphosphat. 

Alternativ ist auch eine direkte Modifizierung der praformierten NucIeosid-S'-triphosphate 
moglich. 

Die Fluorophore sind Verbindungen, die im nahen Infrarot-Bereich absorbieren, d. h. 
zwischen 600 und 800 nm. Bevorzugt sind solche von 630 nm bis 780 nm, wie z. B. 
Carbocyanine. 

Wie schon oben erw&hnt ist fur die Zwecke der Sequenzierung neben der oben 
geschilderten Methode des Einbaus von markierten Nucleosid-triphospaten mit Polymerasen 
auch ein weiteres Verfahren iiblich, das sich der Verwendung von markierten 
Oligonucleotiden, sogenannten Primern bedient. Wie ebenfalls envahnt, ist die ubliche 
Synthese dieser Molekule in einer mehrstufigen Reaktion sehr zeitaufwendig. Die 
Signalgruppe muB dabei nach abgeschlossener Oligonucleotidsynthese in einem Extra- 
Schritt am 5'-Ende des Oligomeren angebracht werden. Da die eigentliche 
Oligonucleotidsynthese in automatisch arbeitenden Synthesegeraten erfolgt, ist es in hohem 
MaBe wunschenswert t daB der Schritt des Anbringens der Signalgruppe ebenfalls bereits im 
Synthesizer erfolgen kann. Da die genannte Oligonucleotid-Synthese in einem schrittweisen 
Anhangen von monomeren Bausteinen, sogenannten Nucleosid-phosphoramiditen besteht, 
war es eine weitere Aufgabe der Erfindung, ein Fluorophor-phosphoramidit zu entwickeln, 
welches den direkten Eiiibau der Signalgruppe als letzten Schritt in der automatischen 
Oligonucleotidsynthese ermoglicht. Ein solches NIR-Farbstoff-phosphoramidit ist bislang 
nicht bekannt und daher erfinderisch neu. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher: 
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Beispiel 1 ... 
5-(3-AminoaIlvO-2'-desoxvMiridin-5Mrtnhosnhat 

Dieses Derivat wurde wie von Langer et al! in Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1981) 78, 6635 
beschrieben hergestellt. 

Beispiel 2 

Anhvdro-ll-phenoxv-10J2-pronvlen-333\3'^^ 

indotricarbocvanin-M4-snlfobii^ 

desoxv-nridin-S'-trinhosnhatl 

Zu einer Losung von 33 mg 5-Aminoallyl-dUTP-Li4 (60 pmol) in 2 ml 0,1 m Na- 
boratpuffer, pH 8,5 , wird eine Losung von 50 mg Anhydro-I l-phenoxy-10,12-propylen- 
3,3,3 \3'-tetramethyl-4,5-benzindo-l-(4-sulfobutyl)-r-(3-isothiocyanopropyl)- 
indotricarbocyanin-Na-Salz (60 pmol) in I ml Dimethylformamid gegeben und das 
Reaktionsgemisch ca. 15 Stunden iichtgeschutzt bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Danach ist laut Papierelektrophorese 

(0,05 m Na-Citrat-Puffer, pH 5) der groBte Teil der Ausgangsmaterialien umgesetzt. 
Zur Isolierung der gewunschten Substanz wird das Reaktionsgemisch mit ca. 50 ml Wasser 
verdiinnt und die tiefgriin gefarbte Losung auf eine Ionenaustauschersaule mit DEAE- 
Sephadex A-25 in der Chloridform gegeben. Das Produkt wird mit einem linearen Gradient 
von Wasser auf 1m LiCl von der Saule eluiert, die Produktfraktionen im Vakuum 
konzentriert und uber eine "Reversed Phase"-Chromatographie an RP 18-Material entsalzt. 
Nach Lyophilisation erhalt man 6 nmol (10 %) des gewunschten Triphosphates. 

Spektrale Paten; Emission max 786 nm, 720 nm (Schulter), 238 nm 
Beispiel 3: 

Anhvdro-lO.n-propylen^S^'JMetramethvl-Kr-bis (3-snifobutvlVindo- 
tricarbocvanin-ll^^amino^nhenoxv-thiono-fS^S-aminonentvlamino^'-desoxv- 

adenosin-S'-trinhosnhatl ("fRD-dATP") 



Das Derivat wird nach dem unter Beispiel 2 angegebenen Verfahren aus 38 mg 
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8-Aminopentylamino-dATP (60 pmoi) und 50 mg Anhydro-10,12-propylen-3,3,3',3- 
tetramethyl-lj '-bis (3-sulfobutyl)-l N(4-isothiocyano)phenoxy-indotricarbocyanin-Na-Salz 
(60 pmol) hergestellt. Es wurden 3 pmol der Verbindung erhalten. 

Spektrale Paten : Emission Max. 770 nm, 697 nm (Schulter), 279 nm 
Beispiel 4: 

Einsatz von IRD-dATP als Snbstrat fiir T7-DNA-Polvmerase 

3 pg Template DNA werden in einem Gemisch von 2 pi ReaktionspufFer (200 mM Tris- 
HC1, pH 7,5 , 100 mM MgCl 2 , 250 mM NaCl), 1 pM M13/pUC-Primerund 7 pi H 2 0 15 
Min. bei 37 0 C inkubiert. 

Fur die Markiemngsreaktion werden I pi DTT (100 mM), 2 pi Markierungsmix 

(10 pM IRD 40-dATP, je 1 pM dCTP, dGTP und d TTP), 1 pi H 2 0 und 2 pi T7-DNA- 

Polymerase (2,5 U/pl) zugegebenund bei RT 10 Min. inkubiert. 

Zur Verwendung in der DNA-Sequenzierung erfolgt anschlieBend eine 
Terminationsreaktion durch Zugabe der Terminationsmixe (ddATP, ddGTP, ddCTP, 
ddTTP). 

Beispiel 5: 

Anhydro-ll-nhenoxv-IO.n'nronvlen-S.SJ'^^tetramethyM.S-benzindo- 
indotricarbocvani»-l-(4-sutfobutvl)-l W3-aminoDroDvlVthiono-15-(3*aminoallvlV 
iiridin-S'-trinhosphatl 

Die Verbindung wurde analog Beispiel 2 aus 5-Aminoallyl-UTP (nach Beispiel 1 
hergestellt) und dem entsprechenden Isothiocyanat synthetisiert. 

Die spektralen Daten entsprechen der 2 -Desoxy- Verbindung aus Beispiel 2. 

Beispiel 6: 

Anhvdro^lO^n-proDvlenO^J'J^tetramethvl-Kr-bis (3-snlfobutvlMndo- 
tricarbocvanin-n-f4-amino)phenoxv-thiono-fS-(3-aminoalMV2\3 , -didesoxv-uridin" 

S'-triphosphatl f"IRD -ddUTP"! 
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1 .Stufe: 2 , .3'-didesoxv-uridin-5-triphosphat 

Das Derivat wurde ausgehend von kommerziell erhaltlichem 2\3'-Didesoxy-cytidin-5'- 
triphosphat (Boehringer Mannheim) durch Desaminienmg mit NaNC^/Essigsaure uber das 
instabile Diazonium-Derivat synthetisiert. 

2.Stufe: S^-aminoallvl^'J^didesoxv-uridin-S^triphosphat 

Die Verbindung wurde analog Beispiel 1 nach Langer et al. uber das 5-Mercuri-Derivat des 
2',3'-didesoxy-UTPhergestellt. 

3.Stufe: " IRD-ddUTP" 

Das Didesoxy-Derivat wurde entsprechend Beispiel 2 durch Umsetzung des 5-AminoaIlyl- 
ddUTP mit dem entsprechenden Isothiocyanat erhalten 

Die spektralen Daten entsprechen denen der 2 '-Desoxy- Verbindung aus Beispiel 3 
Beispiel 7: 

Anhvdro-10,12-nronvlen-3.3,3\3 -tetramethvl-U'-bis r3-siilfonroDvlVindo- 

tricnrbocvnnin-ll-f(4-ethoxv)nhenoxv-0>(2-cvanoethvlVN,N-diisonronvl- 

phosphoramidit 

In einem 50 ml Rundkolben werden 425 mg Anhydro-1 l-(4-hydroxyethyl)phenoxy-10,12- 
propyIenO,3,3\3'-tetramethyl-l,l '-bis (3-sulfopropyl)-indotricarbocyanin-hydroxid in Form 
des Na-Salzes (0,5 mmol) in 5 ml trockenem Acetonitril gelost und dazu 0,275 ml Ethyl- 
diisopropylamin (1,6 mmol) gegeben. AnschlieQend tropft man unter Stickstoff und Ruhren 
0,125 ml Chlor-B-cyanoethoxy-N,N-diisopropylamino-phosphan innerhalb von ca. 3 Min. 
ein. Man riihrt weitere 30 Min. bei RT, fiigt dann ca. 10 ml wassrige, 5%ige NaHC03- 
Losung zu und extrahiert daraufhin 2x mit je ca. 10 ml Dichlormethan. Die vereinigten 
organischen Phasen werden uber Na-Sulfat getrocknet, das Losungsmittel abdestilliert und 
der Riickstand an Kieselgel mit dem Laufmittel Dichlormethan/Ethylacetat/Triethylamin 
45:45: 10 chromatographiert. 
Die Ausbeute betrfigt 480 mg = 88,7 % d. Th. 

DC (Kieselgel, FlieBmittel wie o. a. ) Rf = 0,4 

31p-NMR (dgDMSO) : 149 und 1 53 ppm (2 Diastereomere) 



WO 95/04747 



PCT/EP94/02541 



- 10 - 

Pfltentnnsnriiche 

1 . Nucleosid-5-triphosphate der allgemeinen Formel 




worin B die heterocyclischen Basen Adenin, Guanin, Hypoxanthin. 7-Desaza-adenin, 7- 

Desaza-guanin, 7-Desaza-hypoxanthin, 7-Desaza-8-aza-adenin, 7-Desaza-8-aza-guanin, 7- 

Desaza-8-aza-hypoxanthin, sowie Thymin, Cytosin und Uracil bedeutet, 

x eine Verbindende Gruppe mit n= 4-20 Atomen, 

Sig ein Fluoreszenzmolekiil der Anregungswellenlange 650-800 nm 
1 2 

und R und R jeweils H und / oder OH darstellen. 

2. Verbindungen nach Anspnich 1, worin B die oben angegebene Bedeutung hat, x eine 
verbindende Gruppe mit vorzugsweise n=l0-15 Atomen darstellt, 
Sig ein Carbocyanin der allgemeinen Formel 




darstellt, worin Rj und R2 = H oder zusammen einen Phenylrest, 
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R3 = H im Falle der VerknUpfung mit dem Nucleotid uber die R4 Position, bzw. -NHCS- 
im Falle der Verknupfung iiber die R3 Position, 

R4 und R5 jeweils alkylsulfonyl mit n = 3-5 oder R4 = -NHCS- mit n = 3-8, 
R5 = alkylsulfonyl mit n = 3-5 im Falle der Verknupfung uber die R4 Position 
bedeuten 

3. Verbindungen nach den Anspruchen 1 oder 2 und ihre Verwendung als Substrate fur 
DNA-Polymerasen 

4. Verbindungen nach den Anspruchen 1 oder 2 und ihre Verwendung als Substrate fur 
RNA-Polymerasen 

5. Verwendung der Verbindungen nach den Anspruchen 1 oder 2 zur Markierung von 
Nucleinsauren 

6. Verwendung der Verbindungen nach den Anspruchen 1 oder 2 zum Nachweis von 
Nucleinsauren 

7. Verwendung der Verbindungen nach den Anspruchen 1 oder 2 in der DNA- 
Sequenzierung 

8. Verwendung der Verbindungen nach den Anspruchen 1 oder 2, indem diese in der in 
j/7i/-Hybridisierung eingesetzt werden 

9. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 8, indem die Hybridisierung auf 
Membranen erfolgt 

10. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 8, indem die Hybridisierung in Losung 
durchgefvihrt wird 

11. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 10, indem die Hybridisierung in Losung 
in Mikrotiterplatten durchgefiihrt wird 

12. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 6 indem die Detektion der markierten 
Hybride mittels entsprechender Laserdioden und Detektoren erfolgt 
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13. Verbindungen der allgemeinen Formel 



5 ' 
R P N s 

I R" 

0 




worin Rj und Ro = H oder zusammen einen Phenylrest, 

R3 und R4 jeweils Alkylsulfonyl mit n = 3-5, R5 = Methoxy oder 2-Cyanoethoxy und 
R und R jeweils Ethyl oder Isopropyl und x = 1-10 bedeuten 

14. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 13 indem diese in der Oligonucleotide 
synthese nach dem Phosphoramidit-Verfahren eingesetzt werden 

15. Verwendung der Verbindungen nach Anspruch 14 zur 5'-Markierung von 
Oligonucleotiden. 
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